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Esta parte de la tesis se publicará con un 




















































human  immune  system  is  a  complex  structure  of  cells  and  tissues whose main 
functions are the recognition and the subsequent elimination of  foreign antigens, 
the formation of an immunologic memory, and the development of tolerance to self‐
antigens. The  immune response could be divided  in two types: the  innate and the 
adaptive immune response.2 
 The  innate  immune system consists on the cells that  firstly recognize and 
respond to pathogen‐associated molecular patterns (PAMPs) and damage‐
associated molecular patterns (DAMPs) releasing cytokines, chemokines and 





thymus  derived  lymphocytes  (T‐cells).  It  is  highly  antigen‐specific4  and 
develops  an  immunological  memory  that  provides  protection  against 
reinfection  of  a  wide  range  of  antigens  presented  on  virus,  bacteria, 
parasites and fungus.5 
                                                 
1 The Aegis in Latin, as cited in the Iliad, is a shield or an armor used by Zeus and his daughter 
Athena. 












depending on  the pathogen, APCs regulate and drive  the  function of  the B and T 
cells,8 and start the adaptive immune response.9 
1.2. Dendritic cells 




















(skin,  pharynx,  internal  and  external  mucosal  surface,  respiratory  and  gastro 
intestinal  treats,  etc.)  derived  from  a  precursor  called  hematopoietic  stem  cells, 

















































glycoconjugates which make  the  glycomic profile  extremely precise  for  each  cell 













In  this  respect,  the mammalian  organisms  have  evolved  to  develop  recognition 
systems to monitor self and pathogenic glycan profiles by the use of the PRRs.25 The 
pathogen  agents  act  binding  PRRs  by  specific  glycoconjugates  that  cover  the 
pathogen  surface  and  give  them  the  infectious  potential.9  Consequently,  the 
recognition of carbohydrate‐containing PAMPs by immune system cells is mediated 
by several carbohydrate binding proteins (CBP) that have the function of PRRs.3 The 
PRR  families  expressed  by DCs  can  be  classified  principally  in  Toll‐like  receptors 




























The  research  work  described  in  this  thesis  involves  the  study  of  one  of  these 












Lectins  can  be  isolated  not  only  from  plant  and  mammalians,  but  also  from 
microorganisms.  In  fact, some  lectins on the cell surface act as attaching point of 
different  kind  of  cells  as  well  as  viruses,  bacteria  or  other  organisms  via  the 
recognition of carbohydrates present at the surface of these systems. However, in 
other cases, are the glycolipids or the glycoproteins on the cell surface those that 



























detect  cell damage,  recognizing molecular elements  indicative of abnormality on 
their environment, such as oxidized lipids or heat shock proteins, signals of apoptotic 
or necrosis cell processes. Then, CTLs are able to start a biomolecular pathway that 




pathogen  carbohydrate  ligands,  modulate  signals  from  other  receptors  and 
therefore,  fine‐tuning  the adaptive  response  to  the  infection or damage.  Indeed, 
CTLs can be soluble or membrane bound and are expressed by myeloid cells APCs 
such as DCs, granulocytes and macrophages.32 (Figure 1.5) They are literally the first 
molecular  contact  among  the  PAMPs  and  the  cells  of  the  immune  system.  As 
explained  before, when  the DCs  (or  other APCs)  sense  a  pathogen,  a molecular 
recognition  takes place  through  the CTL  (Figure 1.5 A).  The APC  internalizes  the 
pathogen  by  endocytosis,  (Figure  1.5  B)  processes  the  pathogen  antigens  and 
exposes  the  pathogen‐derived  peptides  as  Major  Histocompatibility  Complexes 
(MHCs) in order to engage the T‐cell and start the adaptive response.33 (Figure 1.5 C‐
D) 












In addition, CTLs act,  in  an  indirect way, generating  signals with  various effector 
functions  such  as  the  production  of  pro‐inflammatory  cytokines, which  lead  the 
activation of T cells but also interacting with other PRR like TLRs.34 (Figure 1.5 E) 
1.4.2. Lectin classification 
In 1988, Kurt Drickamer suggested the  idea to organize animal  lectins  into several 
categories.35 The term “C‐type lectin” was introduced with the aim to distinguish the 
group of the Ca2+ dependent from the other types that do not require Ca2+ ions for 
                                                 










The  II  type of CTLs  includes several  lectins associated with DCs  immunoreceptors 
that  seems  to  preferentially  recognize  mannose,  fucose  and  glucans.  This 
“promiscuity”  allows  the  DCs  to  recognize  most  types  of  pathogens,  including 
bacteria, fungi, viruses and parasites.37 




The  superfamily of  the CTL  is  composed by more  than 1000 proteins, which are 
further classified in 17 subgroups (I‐XVII) base on the domain organization and the 
phylogeny.38 (Figure 1.6) 













however, all of  them have a  common domain  involved  in  the  recognizing of  the 





in  the  carbohydrate  binding.36Four  Ca2+  binding  sites  are  present  in  the  CTLD 





















pathogen  recognition  and  internalization  of  antigens.  Furthermore,  some  CLTs 
Chapter 1. Introduction 
14 
possess  intrinsic  signaling properties  that  enable  them  to modulate  the  immune 
reactions.39 
In particular, DCs express al  large variety of CTLs which are often downregulated 
upon maturation, but  that give  the essential ability  to  immature DCs  to bind and 
















In  this  thesis, we describe  two of  the most  important  and  studied Human CTLs, 
Langerin and DC‐SIGN. (Figure 1.8) 
It  has  been  demonstrated  that  both  CTLs  are  involved  in  different  important 






















sulfated  carbohydrates.  These  affinities  make  Langerin  a  protein  binder  of 
glycoproteins and  glycolipids present on  several microorganisms  and  lead  to  the 





























Human  Dendritic  Cell‐Specific  Intercellular  adhesion  molecule‐3  Grabbing  Non‐
integrin  (DC‐SIGN)  is mainly expressed by myeloid DCs but also  in alveolar,  lymph 
nodes, sinus endothelial cells, Hofbauer cells in the placenta by dermal, interstitial 
and monocyte‐derived DCs,22 and macrophages.48 A closely related receptor is the L‐

























However,  DC‐SIGN  is  not  a  totally  rigid macromolecule  and  shows  a  degree  of 
flexibility  that  allow  it  to  adapt  to  several  ligands.53  This  lectin oligomerizes  in  a 





























                                                 
54 Feinberg, H.; Guo, Y.; Mitchell, D.A.; Drickamer, K.; Weis, W.I.; J. Biol. Chem., 2005, 280, 
































mainly  as  a  PRR,  recognizing  and  binding  a wide  range  of  ligands  expressed  by 


























be good  candidates  to  study and  to  investigate  the pathogenic and  the  immune 
response mechanisms. 





which  makes  them  a  receptors  of  interest  in  the  design  of  new  anti‐infective 
compounds and vaccines. 52 Indeed, these two CTLs are involved both, in microbial 
and viral diseases and therefore, a potential drug that target these lectins could have 
the  positive  effect  of  being  both  antibacterial  and  antiviral.  These  pontential 













in  particular,  focusing  on  DC‐SIGN,  due  its  involvement  in  a  greater  number  of 
pathogen infections. 
In  fact,  it was demonstrated how DC‐SIGN may be exploited  to  inhibit pathogen 
infections by several distinct strategies involving: 
 Specific ligands like small molecules which acts like DC‐SIGN antagonists.57,64 







an  interesting  review  by  Lepenies  on  the  importance  of  the  glycan  tools  in  the 
modulation  of  the  immune  responses,67  still  numerous  questions  regarding  the 



























limited  specificity  and  selectivity  per  saccharide  unit.71  Taking  DC‐SIGN  as  an 
example, this lectin recognizes and binds monosaccharides like mannose and fucose 
with  a  Ki  13.1  mM  and  6.7  mM,  respectively.72  In  order  to  compensate  this 
paradoxically weak protein‐carbohydrate  interaction, Nature plays the card of the 




In  the  same way,  the  carbohydrate  ligands  such  as  glycoproteins  or  glycolipids, 
bearing  numerous  mannose  or  fucose  oligosaccharides,  and/or  glycoconjugates 
containing a fucose or mannose moieties exposed in a multimeric form, bind to DC‐
SIGN with high affinity.73 












An  example  of  DC‐SIGN  native  ligands  is  the  HIV‐1  gp120,  which  is  a  highly 
glycosylated protein  that exploit a multivalent presentation of  the high mannose 
ligand to increase binding affinity. At the same time, the tetramerization of the DC‐





The  survival  of  the  organism  depends  on  the  ability  of  its  immune  system  to 
recognize and respond, as rapid as possible, to the dangerous invaders that attack it. 
Consequently, the  immune system needs to have the tools to quickly  identify and 
neutralize  the pathogens. This  increase  in  the ability  to  recognize  these external 
agents is precisely due to the multivalency. Therefore, the evolution has selected this 
strategy  to provide  the  immune  system of  living beings with a powerful weapon 
against infections. 
For  this  reason,  only  polyvalent  ligands  could  efficiently mimic  the  natural  CTLs 
ligands and only multivalent carbohydrate systems can generate efficient tools to 
study these carbohydrate receptors.74 In fact, most of the lectins possess multimeric 
quaternary  structures;  however,  the  physiological  relevance  of  this  multivalent 
presentation  of  binding  sites  is  still  not  complete  clarified  such  is  the  case  of 
Langerin. 30 










In  the  past,  the  relevance  of  these  kind  of  interactions,  and  in  particular,  the 
participation  of  carbohydrates  in  complex  biological  processes,  has  been  largely 





multivalent  glycomimetic  architectures  has  been  broadly  developed  in  the  past 
decades. This has allowed to better understand the processes in which multivalency 
is involved, as well as the protein receptors, in primis CTLs.75,76 

















For  a  multivalent  interaction,  it  can  be  considered  different  mechanisms  that 
contribute  to  the  binding  events,  increasing  the  complexity  of  the  interaction 




natural biological environment,  the  real  interaction can be  the  result of a sum of 
mechanisms which produce different processes and biological responses.78 
First  of  all,  the  n  ligands  from  a multivalent  glycomolecule  can  simultaneously 
interact  with  the  m  binding  sites  of  the  homomultimeric  lectin,  in  a  “chelate 
association” mechanism. This mechanism, one of the most studied, decrease the off‐
rate and  increase  the  functional affinity  in a  remarkable way.79  (Figure 1.14 A) A 
second mechanism called "receptor clustering" happens in the situation in which a 
monovalent lectin is anchored to the cell membrane. In this case, the presence of a 
multivalent  ligand  causes  the  diffusion  of  other  receptors  through  the  dynamic 
lipidic bilayer,  leading to a clustering among the single multivalent  ligand and the 
receptors. This can happen due to the extreme flexibility of many CRDs. In this case, 








A  third  type  is  the  "subsite binding"  in which  a  secondary binding  interaction  is 
involved in another region of the protein, with a different affinity and specificity. This 










ligand‐receptor  interactions,  but  also  an  additional  value  due  to  all  these 
mechanisms that synergically act between the multivalent ligand and the multivalent 
receptor. 













This  multivalent  effect  gives  to  the  cellular  receptors  the  ability  to  easilyr 




constant  is exclusively determined by  the  rate  constant  for dissociation, without 
interference by  the presence of a  competing  ligand.  Instead, multivalent binding 
events exhibit a greater reversibility  in the binding,  in the presence of competing 
ligands, due to the presence of a multiple number of copies.83 
From  a  structural  point  of  view,  it  is  fundamental  to  consider  that  architectural 
changes in the spacing or orientation of the carbohydrates epitopes could alter the 
nature  of  an  interaction  but  at  the  same  time,  have  not  any  influence  in  the 
recognition elements themselves. In fact, it has been shown that the architecture of 










1.8. Development  of  tools  to modulate  Carbohydrate‐Lectin 
interactions 
With the aim to study, characterize, understand, and  interfer the mechanism that 











The  idea  is  to  create a  tool able  to  compete with a particular pathogen and  the 
priority  is  to  incorporate  into the structure,  the characteristics that allow to have 
high affinity and a good selectivity to specifically block the  lectin adhesion on the 















Two  widely  general  approaches  are  currently  adopted  to  design  a  multivalent 
artificial ligand: 75 
 Lectin‐based  design.  After  a  deep  study  of  the  multivalent  lectin,  the 
multiglycosylated structure that would best fit the lectin topology is built. 









Nevertheless,  in our research group, the  ligand‐based approach  is the one widely 
explored and applied. 
The  ligand‐based  approach  involves  the  simplification  of  the  complex 








that  arises  from  several multivalent mechanisms  involved  between  the  binding 
proteins and the carbohydrate ligands. 
The range of possible scaffolds to generate multivalent glycoconjugates is quite large 
and all of  these have demonstrated  to be excellent core skeletons  to display  the 
sugar moiety  in  a  good  way.84  Depending  on  the  scaffold  and  the  conjugation 
chemistry used,  the  resulting glycoconjugates  can be divided  in polydisperse and 
monodisperse glycoconjugates. 
The multivalent glycomimetic structures derived from a scaffold that presents the 
carbohydrates  in  a  polidispersive  form,  are  probably  the  closest mimetic  to  the 
natural  ligand  of  the  lectin.  This  is  due  to  the  fact  that  in  the  organism,  the 
glycosilation of proteins and lipids, is usually a polidispersive modification. Popular 









On  the  contrary,  the multivalent glycomimetic  structures derived  from a  scaffold 
that presents them in a monodisperse and well‐defined form, mimic probably less 
faithfully  the natural  ligands, but  this does not mean with  less effectiveness. The 































structures have been well‐established  as  a new  class of branched monodisperse 
polymers with a great value for material and medicinal technologies.95a 






























used. The end points of  the dendrimers are  the  functional groups  that markedly 
characterize the properties of the entire structure and they can be manipulated for 
the  desired  application.96  In  the  case  of  glycodendrons,  the  termini  are  the 
carbohydrate structures. (Figure 1.19) 
                                                 
95  a) Müller,  C.;  Despras,  G.;  Lindhorst,  T.K.;  Chem.  Soc.  Rev.,  2016,  45,  3275‐3302;  b) 
Carbohydrate  chemistry,  Chemical  and  Biological  Approaches  vol  41,  Eds  Rauter,  A.P.;  
Lindhorst, T.K.; Albertina, C.; Queneau,Y.; The Royal Society of Chemistry, 2015, Chapter 1, 
Sattin, S.; Bernardi, A. pg 1‐25 and L’Haridon, L.; Mallet, J.M. pg 257‐269. c) Inoue, K.; Prog. 






























these years developed a wide  library of dendronic platforms  to expose  the sugar 




sialic acid  in  the  termini;  that demonstrate  its activity as  inhibitors of  influenza A 
virus haemagglutinin. (Figure 1.21)99 











an  interesting  example  was  reported  by  Wang  et  al.100  They  synthetized 












Another  interesting  application  on  the  study  of  CTL,  and  in  particular  on  the 
multivalence was reported by Pieters’ group.101 They synthetized mono to octavalent 
mannose  glycodendrons  (Figure 1.23) with  the  aim  to prepare  a  glycodendrimer 
microarray by the attachment of the dendrons on an aluminum oxide surface. In this 
work,  Pieters  et  al.  were  able  to  perform  binding  experiment  on  fluorescently 
labeled lectins ConA and GNA, observing in particular a distinct multivalent binding 
of the higher generation mannose dendrimers towards the GNA lectin. 











1.24)  These  molecules  presented  unusual  properties  based  on  a  cooperation 
between the mannoside head and the lipid chain, which enhanced the affinity and 
decreased the need for multivalency. In particular, the trivalent conjugate was able 
to  inhibit  the  interaction  of  the  HIV‐1  envelope  with  DCs  by  DC‐SIGN,  and  to 
drastically  reduce  trans‐infection  of  HIV‐1  mediated  by  DCs  (IC50s  in  the  low 
micromolar range). 



























































































In  the  last  15  years,  our  research  group  has  developed  novel  multivalent 





several  examples  where  the  glycosystems,  created  in  our  group,  have  had 
applications on the study of carbohydrate‐lectin interactions, or have been used as 
vectors to  internalize  into DCs, molecules of therapeutic  interest such as peptides 
with an antiallergenic activity and potential vaccine action. 
At  the  beginning  of  2000,  our  research  group  designed  and  prepared  useful 





3rd  generation  were  perfectly  soluble  in  physiological  conditions.103  The 
glycodendrimer of 3rd generation, having 32 mannose residues, (Figure 2.1) was able 
to block DC‐SIGN mediated Ebola virus infection resulting in an IC50=337 nM. 


















2.2) were  installed on a tetravalent platform based  in Bis‐MPA, with an  inhibition 













These  examples  show  the  actually  efficacy  of  a  multivalent  presentation  of  a 
glycomimetic compound, in order to obtain a high affinity for a protein receptor like 
DC‐SIGN. 
Taking  advantage  of  the  potential  of  the  copper(I)‐catalyzed  alkyne‐azide 
cycloaddition  (CuAAC),  also  called  "click”  reaction,106  the  research  group  has 
developed  several monodisperse  glycodendron  and  glycodendritic  systems  with 
different valences:  from  three  to eighteen,  fully  characterized by NMR and mass 
spectrometry. These dendrimers are composed by mannose units at the end points 
and a pentaerythritol core.107 (Figure 2.3) 























































































































































With  this  strategy  adopted,  several  glycodendrons  of  second  generatuion  with 























































































































































































































 Fullerene. Demonstrating  for  the  first  time  that a  fullerene decorated by 
monovalent  or  trivalent  glycodendrons  of  mannose  is  able  to  inhibit 
efficiently the Ebola infection process.109 Figure 2.5 B 
 Gold nanoclusters. Demonstrating  that a gold nanoparticle with  trivalent 
mannose glycodendrons on the surface, show an increasing in the uptaking 
on  human‐monocyte‐derived DCs,  in  comparison with  non‐carbohydrate 
gold nanoclusters.110 Figure 2.5 C 
  With a fluorophore marker. Demonstrating the uptake process into DCs via 
a  receptor‐dependent mechanism  of  glycodendrons  of mannose,  fucose 


















Finally,  mannose  trivalent  and  nonavalent  glycodendrons  were  used  to 
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Among  these  types  of  N‐glycans,  a  great  attention  has  been  focused  on  the 
oligomannose  glycans;  due  to  the  fact  that  many  important  classes  of  lectins 
recognize  ligands containing mannose, or higher mannose  structures.317 The high 




Langerin.  For  this  reason,  the  structure  of  high mannose  has  been  one  of  the 
principal  sources  of  inspiration  for  the  design  of  high  affinity  ligands  for  these 
important lectins.319 
Hence, in the past two decades one of the targets for the developing of GBP ligands 
has  been  the  total  synthesis  of  the  (Man)9(GlcNAc)2.225c,320  However,  the  high 
complexity  of  this  class  of  glycan  structures  has  required  the  use  of  alternative 










synthetic  structures  in order  to offset  the possibility  to have  this  ligand  in  large 
amount and address biological studies.321 
In  fact,  synthetic  glycan mimetics  has  been widely  adopted  in  the  study  of  the 
relevant biological  interactions  that  involve high‐mannose  ligands and  its natural 












                                                 
321 Carbohydrate Chemistry: State of the Art and Challenges for Drug Development, Ed Cipolla, 
L., Imperial College Press, 2016; Chapter 15, Sattin, S.; Fieschi, F., Bernardi, A.; 379‐394. 




of  the  protein  contact were  constituted  by  the  disaccharide Manα1,2Man.323  In 




at  the moment  to design new mimetic systems with  the aim  to study  interaction 




an  efficient  synthesis  of  the  Manα1,2Man  epitope.  In  this  respect,  several 
approaches have been described  in  the  literature  to prepare  α1,2 mannobioside 
derivatives.325 The synthesis of these compounds is complicated by the fact that the 
hydroxyl group at the C‐2 position of the mannose moiety is not directly accessible 




synthesis  and  purification,  high  cost  in  term  of  reagents  and  solvents,  and  in 










3402‐3403;  c)  Ogawa,  T.;  Sasajima,  K.;  Carbohydr.  Res.,  1981,  93,  67‐81;  d)  Ogawa,  T.; 
































































































was  used  to  prepare  the  glycosyl  acceptor  115.  The  advantage  of  the  designed 









































































it was  impossible  the  isolation  due  to  the  fact  that  a  chromatographic  column 
produced  the  ring opening  and  the deprotection  of  the hydroxyl  at position C3. 
Therefore, without performing any purification procedure and simply removing the 
solvent, the crude was directly prepared for the second step, the benzoylation of the 
hydroxyl  groups  at  C4  and  C5  positions.  The  crude  was  treated  with  benzoic 
Chapter 5. Glycodendron structures based on α1,2 mannobioside disaccharide. 
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following  steps  until  the  final  reaction.  The  isolation  of  this  sub‐product 
corresponded with a mannose having  the hydroxyl groups at positions C2 and C4 





















































The  formation  of  this  sub‐product  in  the  first  step  of  the  synthesis  has  had  a 
tremendous impact on the final yield of the compound 115. For this reason, it was 






the  steps were  addressed  in  the  same way  than  previously. Only  a  change was 
included  in the  last deprotection step.  Indeed after four steps, the fully protected 
mannose compound was  finally  treated with a solution of HCl 7%  in methanol  to 
assure  the  complete  eliminatio  of  the  acetyl  protection.  The  use  of  HCl  7%  in 






























































The  regioselective  mono‐benzoylation  of  the  C6  alcohol  is  probably  the  most 
important step that allowed to increase the yield in a remarkable way. In addition, 
there are not other examples  in the  literature  in which the selective protection of 
the primary alcohol has been performed on a fully deprotected mannose. Usually, 
the  protection  of  this  group  in  the  presence  of  secondary  alcohols  has  been 
addressed using a high sterical hindrance group like the tert‐butyldiphenylsilyl ether 
(TBDPS).329 However,  in this case the use of an acetyl protective group on C2  lead 
incompatible  the  application  of  a  silylether  group,  due  to  the  fact  that  the 
deprotection conditions  to remove the acetyl group could  lead  to a simultaneous 
removal of the silyl protective group at position C6. 
In summary, the synthetic approach allowed the production of the glycosyl acceptors 
115  and  116  in  excellent  yields  in  5  steps  and  in  only  28  hours  with  a  single 
chromathographic purification. The same synthetic procedure was performed step 
by step, in our laboratory, for both compounds, 115 and 116. In this case, performing 
the 5  reaction  steps with 4 purifications by  silica  gel  flash  chromatography have 
resulted  in an overall yield of 40‐42% This means  that a consecutive strategy has 
                                                 




increased  the yield around 30% over  the stepwise synthesis, demonstrating  in an 



























per‐acetylated  and perbenzoylated mannose. Having  the per‐acetylated  119  and 
per‐benzoylated  120 mannoses,  the  regioselective  deprotection  of  the  anomeric 
position was performed using a classical procedure that involve the use of hydrazine 
acetate  in DMF.  (Scheme 5.5)  It was necessary  to perform  the  reaction at  room 
temperature for the acetyl mannose 121330b and warming at 60°C for the benzoyl 
derivative 120.330a At this step, the anomeric hydroxyl group was functionalized using 
trichloroacetonitrile  in  dry  atmosphere  and  using  1,8‐diazabicyclo[5.4.0]undec‐7‐
ene  (DBU)  as  activating  agent.  After  a  purification  by  silica  gel  column 
chromatography, the flycosyl donors 117 and 118 were obtained with a yield around 
60‐67%  (Scheme  5.5)  due  to  the  extreme  reactivity  of  the  trichloroacetimidate 






of  the  typical  singlet  at  8.50‐9.00  ppm  corresponding  to  the  NH  group  of  the 












0°C -> r.t. ; 3h
67%
Cl3CCN, DBU
NH2NH2 AcOH,DMF , 24h,
121 R'= OAc 74%
122 R'= OBz 70%
117 R'= OAc 60%







119 R'= OAc Commercial

















































trimethylsilyl  triflate  (TMSOTf).331  A  varying  range  of  temperatures  were 
















through  the detection of  two peaks at 5.31 ppm  corresponding  to  the anomeric 
proton  of  the  glycosyl  donor  moiety  and  at  5.24  ppm  corresponding  to  the 
corresponding glycosyl acceptor. (Figure 5.6) 


















product  of  this  reaction,  (Figure  5.7)  a  small  amount  of  TMSOTf was  used.  This 






















































































































Deprotection  of  disaccharides  having  the  2  azido  ethyl  group,  and  the methoxy 
group, were achieved using the classical Zemplen conditions,193 sodium methoxide 
in methanol. The neutral pH was restored using an Amberlite IRA 120‐H+ resin and 
after  filtration,  the  deprotection  afforded  the  final  disaccharides  in  quantitative 
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Figure 5.7. Glycodendrons with a biotin group at the focal position 127-129. 
The synthetic strategy to address the preparation of these glycodendrons was based 
on the previous experience of our research group for the preparation of first and 
second generation mannosylated glycodendrons and glycodendrimers using the 
CuAAC coupling. 111, 113,292 
The retrosynthetic strategy for the preparation of these glycodendrons is depicted 

















































































































































































































































the alkynylated scaffolds necessary  to perform  the click reactions. Respect  to  the 
alkyne building blocks, it was selected a trialkyne pentaerythritol functionalized with 
a  short  diethylene  glycol  linker  with  a  terminal  chloride  76,  a  trialkyne 
pentaerythritol functionalized with a long tetraethylene glycol with a terminal biotin 
130, and a linear tetraethylene glycol, functionalized with a biotin and a propargyl 
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using  hexafluorophosphate  azabenzotriazole  tetramethyl  uronium  (HATU),333  to 















speed  up  the  reaction  reducing  the  time  normally  required  for  this  type  of 
reaction.334 This microwave warming was  recently applied by our  research group 
with  a  remarkable  success  in  the  synthesis of mannosylated  glycodendrons with 
different valency and dendritic generation. 292 
































































































final  result. Studying  the click  reactions with microwave  reported  in our  research 













the  reaction  in order  to  verify  the nature of  the  compounds  coming out  for  the 
reaction.  Indeed,  taking  advantage  from  the  difference  in  the molecular weight 
















































































































































































































































































































































































































































































104, R = Cl






82 R = Cl















































































































































































Glycodendron 105  constitutes  the branches of  the nonavalent  structure  that are 
displayed on a central pentaerhytritol core, having three alkynes groups and a long 






1h.  The  ESI‐MS  of  the  crude  allowed  to  verify  the  complete  formation  of  the 




of  triazole  rings, an  internal one  corresponding  to  the  core, and an external one 































days,  in  a  very  easy  and  reproducible way.  The  versatility  of  this  approach was 




were designed and  synthetized with a biotin at  the  focal position.  In  fact,  taking 
advantage  from  the  strong  non‐covalent  bond  of  biotin‐streptavidin,  one  of  the 
application of these compounds, in the future, will be the study of the importance 
of  the multivalency on  several plant  lectins using  the  surface plasmon  resonance 
imaging, conjugating these biotynilated glycodendrons on a streptavidin surface. 
Moreover,  these glycodendrons have been used  to  start a collaboration with Dr. 
Frank Momburg  and  his  PhD  student Márcia  Gonçalves,  at  the  German  Cancer 
Research Center (DFKZ), Germany. The goal will be to measure the binding of the 







cells,  “buffy  coat”  preparations)  by  flow  cytometry.  Cell  surface  binding  of  the 
glycans will be measured by biotin‐streptavidin interaction, the types of cells within 
the  lymphocyte  preparation  will  then  be  further  defined  by  their  specific  (CD) 
markers, so we can differentiate binding to T‐(CD4/CD8), B‐,NK cells and monocytes. 
These  experiments  should  give us  a  first  estimation  about  the  capacity of  these 
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under  an  inert  atmosphere  of  oxygen‐free  Argon  or  Nitrogen,  unless  otherwise 
stated. TLC were performed using pre‐coated aluminum chromate‐plates Silica Gel 
60 F254 Merck of 0.25 mm thick. Compounds were visualized by using UV light (254 
nm)  and  revealed  by  immersion  into  solutions  of  molybdenum  blue  (20  g  of 
ammonium molybdate (VI) tetrahydrate, 0.4 g of sulphate of hydrated cerium and 
















Microwave  reactions were performed on  a Biotage©  Initiator EXP US Microwave 
Reactor Synthesis System w Robot Sixty/Eight. 
The  following  analysis were  performed  at  the  GLYcoDIAG  laboratories  (Orléans, 
France):  Absorbance  measurements  were  performed  by  a  FLUOstar©  Omega 
multimode plate  reader  spectrometer; SDS‐PAGE electrophoresis was carried out 
using  the  Invitrogen  system  (XCell‐Cell, NuPAGE Novex Bis‐Tris gel, NuPAGE MES 
buffer). The molecular masses of the proteins have been compared with a protein 
standard  (Perfect  Protein  Markers  15‐150  kDa  from  Novagen).  The  gels  were 
visualized by staining with coomassie blue (Instant Blue from Expedeon). 
The  following  analysis were  performed  at  the  CIC  Biomagune  laboratories  (San 
Sebastian,  Spain): Mass  spectra were  recorded  on MALDI‐TOF  Ultraflextreme  III 
time‐of‐flight mass spectrometer equipped with a pulsed Nd:YAG laser (355 nm) in 
positive reflector  ion mode with pulse duration of 50ns,  laser fluence of 40% and 
laser  frequency  of  500Hz.  2,5‐Dihydroxybenzoic  acid  (DHB) was  used  as matrix. 
Samples  were  dissolved  in  MeOH.  DHB  was  dissolved  in  Acetonitrile  at  a 
concentration  0.05 M.  Sample  (1µL)  and matrix  (2L)  solutions were mixed  and 
0.5L of the resulting mixture was placed on the MALDI plate. High Resolution Mass 
spectra were  recorded on Apex  II  ICR FTMS. High  resolution mass measurements 
were carried out using  the calibration standards of similar mass  (Lamivudine m/z 


















Esta parte de la tesis se publicará con un 

















































(CHBz), 130.2  (CHBz), 130.1  (CHBz), 130.0  (CHBz), 129.5  (CBz), 129.4  (CBz), 128.8 
(CHBz), 128.8 (CHBz), 128.7 (CHBz), 100.2 (C1Man), 72.8 (C3Man), 69.5 (C2Man or 
















warmed until  room  temperature.  Then,  the  solvent was evaporated. After being 
dissolved  in CH3CN  (80 mL),  to  the  resulting mixture  containing  the methyl 6‐O‐
benzoyl‐α‐D‐mannopyranoside were added CSA (361 mg, 1.55 mmol) and trimethyl 






the  solvent  was  evaporated.  To  the  resulting mixture  containing  2‐methyl  2‐O‐
acetyl‐6‐O‐benzoyl‐α‐D‐mannopyranoside  in  CH2Cl2  (100 mL)  were  subsequently 
added Bz2O (7.0 g, 30.88 mmol), Et3N (4.3 mL, 30.88 mmol) and DMAP (104 mg, 0.80 
mmol)  and  the  reaction was  stirred  at  room  temperature  for  1  hour.  Then,  the 
solvent was  evaporated  and  the  residue was  dissolved  in  EtOAc  (200 mL).  The 
solution was washed with 1 M HCl (250 mL), sat. NaHCO3 (250 mL) and water (250 
mL), the organic phase was dried over anh. MgSO4 and the solvent was evaporated. 











1H, H6Man), 4.52  (dd,  J = 12.0, 5.5 Hz, 1H, H6Man), 4.42–4.33  (m, 1H, H2Man + 
H5Man), 3.54 (s, 3H, –OCH3), 2.26 (d, J = 4.7 Hz, 1H, –OH). 13C NMR (101 MHz, CDCl3): 













































it was  concentrated  under  vaccum  and  the  crude  product was  purified  by  flash 













To  a  solution  of  α‐D‐mannopyranose  pentabenzoate  120  (5.00  g,  7.14 mmol)  in 
anhydrous DMF (50 mL) under nitrogen atmosphere, hydrazine acetate (0.78 g, 8.57 
mmol) was added in portions. After 24h of stirring at 60°C, the mixture was cooled 











































































166.22,  165.50,  165.19  (COBz),  133.43,  133.32,  133.02,  129.92,  129.86,  129.70 
(CHBz), 128.97 (CBz), 128.82 (CBz), 128.55, 128.47, 128.36 (CHBz), 99.46 (C1ManB), 
98.65  (C1ManA),  76.50  (C2ManA),  70.62  (C3ManA),  69.30  (C2ManB),  69.2 
(C5ManB),  69.1  (C5ManA),  68.8  (C3ManB),  67.2  (C7),  67.1  (C4ManA),  66.3 
(C4ManB), 63.6  (C6ManA), 62.6  (C6ManB), 50.4  (C8), 20.70  , 20.67  (CH3). ESI‐MS 































(COBz),  133.39,  133.27,  132.98,  129.91,  129.84,  129.70  (CHBz),  128.87,  128.54, 
128.45 (CBz), 99.47 (C1ManB), 98.65 (C1ManA), 72.50 (C2ManA), 70.84 (C3ManA), 
69.29  (C2ManB),  69.22  (C5ManB),  69.1  (C5ManA),  68.82  (C3ManB),  68.68  (C7), 

































NMR  (101 MHz, CDCl3):  δ 166.3, 166.1, 165.6, 165.3, 165.1, 164.9  (COBz), 133.5, 
133.4, 133.3, 133.3, 133.1, 133.1, 130.0, 130.0, 129.9, 129.8, 129.8, 129.7  (CHBz), 
129.2,  129.0,  128.8,  128.6  (CBz),  128.5,  128.5,  128.4,  128.4,  128.3  (CHBz),  99.7 
(C1ManA), 98.7 (C1ManB), 76.9 (C2ManA), 70.6, 70.1, 69.8, 69.7, 69.2, 67.5, 67.0, 
66.9, 63.7 (C6ManA), 63.1 (C6ManB), 50.3 (C8). ESI‐MS m/z calcd. for C63H53N3O18: 
































128.5,  128.5,  128.4,  128.4,  128.3  (CHBz),  99.6  (C1ManA),  99.6  (C1ManB),  76.9 
(C2ManA), 70.8, 70.1, 69.8, 69.7, 68.8, 67.6, 67.0 (C2,3,4,5ManA‐B), 63.8 (C6ManA), 
63.1  (C6ManB), 55.2  (CH3).  ESI‐MS m/z  calcd.  for C62H52O18: 1084.3  [M]+;  found: 













From  acetylated  donor  123.  To  a  solution  of  123  (100 mg,  0,112 mmol)  in  dry 
methanol, under nitrogen at room temperature, was added a 1 M solution of sodium 
methoxide  in MeOH  (2 equiv.) and  the reaction was stirred  for 1 hour. Then,  the 
reaction mixture was neutralized with Amberlite  IRA 120‐H+  resin. The  resin was 
filtered off and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The crude was 





From benzoylated donor 125.  To  a  solution of 125  (390 mg, 0.342 mmol)  in dry 
methanol, under nitrogen at room temperature, was added a 1 M solution of sodium 
methoxide  in MeOH  (2 equiv.) and  the reaction was stirred  for 1 hour. Then,  the 
reaction mixture was neutralized with Amberlite  IRA 120‐H+  resin. The  resin was 
filtered off and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The crude was 
diluted  in H2O  (10 mL), washed with CH2Cl2  (10 mL) and  the aqueous phase was 
lyophilized to obtain 23 as a white solid (140 mg, quant.). 
1H NMR (400 MHz, D2O): δ 5.08 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H1ManB), 4.95 (d, J  = 1.9 Hz, 1H, 
H1ManA),  3.99  (dd,  J  =  3.4,  1.8 Hz,  1H, H2ManB),  3.92  (dd,  J  =  3.3,  1.8 Hz,  1H, 
H2ManA), 3.89–3.74 (m, 4H, H3ManA + H3ManB + H6ManA + H4ManA + H7), 3.73–
3.50 (m, 7H, H4ManB + H5ManA + H5ManB + H6ManA + 2H6ManB + H7), 3.49–3.35 
(m,  2H, H8);  13C NMR  (101 MHz, D2O):  δ  102.3  (C1ManB),  98.2  (C1ManA),  78.6 














From  acetylated  donor  124.  To  a  solution  of  124  (100 mg,  0.119 mmol)  in  dry 
methanol, under nitrogen at room temperature, was added a 1 M solution of sodium 
methoxide  in MeOH  (2 equiv.) and  the reaction was stirred  for 1 hour. Then,  the 




diluted  in H2O  (10 mL), washed with DCM  (10 mL)  and  the  aqueous  phase was 
lyophilized to obtain 114 as a white solid (42 mg, quant.). 
From  benzoylated  donor  126.  To  a  solution  of  126  (90 mg,  0.081 mmol)  in  dry 
methanol, under nitrogen at room temperature, was added a 1 M solution of sodium 
methoxide  in MeOH  (2 equiv.) and  the reaction was stirred  for 1 hour. Then,  the 
reaction mixture was neutralized with Amberlite  IRA 120‐H+  resin. The  resin was 
filtered off and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The crude was 
diluted  in H2O  (10 mL), washed with DCM  (10 mL)  and  the  aqueous  phase was 
lyophilized to obtain 114 as a white solid (29 mg, quant.). 
1H NMR (400 MHz, D2O): δ 4.95 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H1ManB), 4.92 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 




(C5ManB),  72.5  (C5ManA),  70.3  (C3ManB),  70.3  (C3ManA),  69.9  (C2ManB),  66.9 
(C4ManB), 66.8 (C4ManA), 61.1 (C6ManA), 60.9 (C6ManB), 54.8 (CH3); ESI‐MS m/z 
calcd.  for C13H24O11: 356.1  [M]+;  found: 379.2  [M + Na]+; ESI‐HRMS m/z calcd.  for 
C13H24O11Na: 379.1211; found; 379.1204. 



































































































































































To a  solution of disaccharide 23  (0.026 g, 0.066 mmol) and  scaffold 130  (0.010g, 
0.0098 mmol)  in a mixture of DMSO/H2O  (0.5 mL/0.25 mL) CuSO4·5H2O  (0.003 g, 
0.009 mmol),  sodium ascorbate  (0.005 g, 0.027 mmol) and TBTA  (0.009 g, 0.018 
mmol), all three dissolved in DMSO (1.0 mL), were added. The reaction was treated 





was  added  and  the  catalyst was  removed  by  adding  the metal  scavenger  resin 








































































Mercaptopropyl  (a  spatula  tip). The mixture was  stirred  for 30 min,  filtered with 
MeOH,  and  the  solvent  was  removed  under  vacuum.  The  resulting  crude  was 
purified  by  size  exclusion  chromatography,  Sephadex  LH20  (100%  MeOH).  The 
compound by NMR  showed  the presence of TBTA. For  this  reason,  the  solid was 












































































































































































and  the  catalyst was  removed  by  adding  the metal  scavenger  resin  QuadraSil® 



















(C1ManB),  98.0  (C1ManA),  78.6  (C2ManA),  73.2  (C5ManB),  72.8  (C5ManA),  70.4 
(C3ManB), 70.3  (C3ManA), 70.1  (C2ManB), 69.9  (C4ManB), 69.7, 69.4  (C14), 69.0, 
(C12), 68.7, 68.3 (C14), 66.9 (C4ManA), 66.6 (C14), 65.6 (C7), 63.6 (C11), 62.0 (C23), 
61.1  (C6ManA), 60.6  (C6ManB), 60.2  (C28), 55.3  (C24), 50.0  (C8), 44.8  (C13), 39.7 
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Esta parte de la tesis se publicará con un 







































































































































































































































above  ground  and meet  into  forming  the  tree’s  trunk  that  is  on  the  earth.  The  swirling 
branches create mythical symbolism, suggesting  the perpetuity of  life. They extent  to  the 
heavens, and have various type of fruits and flowers that symbolize the life born from the 
tree. The black bird represent the Death. It is a reminder that everything that has a beginning, 
also has an end. 
 
On the back cover, a detail of the painting, a woman in a pose reminiscent of ancient Egyptian 
art. It is called "The Expectation". 
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